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1. RESUMEN 
Introducción: Malaria es un problema de salud pública que afecta a millones de 
personas, genera gran mortalidad de la población mundial. Las más importantes son la 
malaria vivax y falciparum. En este caso el estudio se centra en la anemia que es una 
complicación común de la malaria falciparum a lo cual son más susceptibles los niños 
menores de 5 años, se estima que la mortalidad por anemia severa en la población 
pediátrica puede exceder el 30 % en algunas regiones de África. Hay muchos estudios 
enfocados en esta problemática, sin embargo, aún no se tiene muy en claro los 
mecanismos que contribuye a su desarrollo. Objetivo: Evaluar la relación entre 
parasitemia, respuesta de la médula ósea y anemia por infección de P. falciparum en el 
modelo experimental Aotus nancymaee de estudios de vacunas conducidos en NAMRU-6 
entre el 2012-2016. Diseño: Observacional, analítico, longitudinal, retrospectivo. 
Materiales y Métodos: Se usó la data de estudios experimentales en el contexto de 
evaluación de vacunas contra Malaria falciparum en primates no humanos realizados en 
el centro de investigación NAMRU-6, realizados en los periodos 2012- 2016. De los 
cuales se incluyeron al estudio 74 individuos. A partir de la data se identifica y 
categoriza los casos de anemia en base al intervalo de referencia de hematocrito 
establecido. Asimismo, se evalúa respuesta de médula ósea a partir del rango de 
referencia normal de reticulocitos obtenidos con data de 41 individuos, considerado los 
criterios del CLSI (2010). Los datos recolectados fueron analizados con el paquete 
estadístico STATA versión 12. Las pruebas estadísticas usadas fueron Chi- cuadrado, 
Test de Fisher como pruebas de asociación e independencia; Kruskal-wallis, Mann-
Whitney para comparación de medias. Y percentiles (97.5) y percentil (2.5) para la 
determinación de los rangos de referencia. Resultados: De los 74 monos, el 35.14% 
desarrolla alta parasitemia, de los cuales este grupo representa el 38.89% de los casos de 
anemia, con un p=0.266. Sin embargo, en este grupo no se observa casos de anemia 
severa (p=0.001).Con respecto a la parasitemia acumulada se halla que es un factor 
importante para el desarrollo de anemia con un OR=2.27(IC 95%,1.18 – 4.64,p=0.014), 
mientras que para la severidad de la anemia días de parasitemia patente es un factor con 
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mayor impacto OR=2.1(IC 95% ,1.4-3.2,p=0.001).Al evaluar parasitemia y respuesta de 
la médula ósea se encuentra diferencias significativas, se aprecia un clearance total en 
casos con respuesta de la médula ósea (p=0.02) en el día 25 de seguimiento. Asimismo, 
se observa diferencias significativas con respecto al números de días de clearance entre 
el grupo con respuesta y no respuesta (medianas respectivas:5 días, 0 días (p=0.002)). 
No se evidencia respuesta de la médula ósea frente a un estado de anemia, no se muestra 
diferencias significativas entre los grados de anemia (p<0.05).  
Conclusiones y recomendaciones: Para el desarrollo de anemia en un estado de 
infección por P. falciparum no importa el nivel de parasitemia, sin embargo, el tiempo 
de la parasitemia “cronicidad” parece ser un factor a tomar en cuenta. Y con respecto a 
la respuesta de la médula ósea en un estado de anemia, la médula ósea no responde si no 
hay un previo clearance total de la parasitemia y también es necesario al menos 5 días de 
clearance. Se recomienda hacer otros estudios enfocados en la “cronicidad” de la 
enfermedad. Asimismo, estudios directos de médula ósea antes, durante y después del 
pico de parasitemia y durante el clearance. 
 
Palabras clave: Anemia, Aotus, reticulocitos, P. falciparum, malaria 
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1. ABSTRACT 
Introduction: Malaria is a public health problem that affects millions of people and 
generates high mortality in the world population. The most important are the vivax and 
falciparum malaria. In this case, the study focuses on anemia, a common complication of 
falciparum malaria, which have more susceptibility in children under 5 years, it is 
estimated that severe anemia mortality in the pediatric population may exceed 30% in 
some regions of Africa. There are many studies focused on this problem, however, the 
mechanisms contributing to its development still not very clear. Objective: Evaluate the 
relationship between parasitemia, bone marrow response, and anemia against infection 
of P. falciparum in the Aotus nancymaee experimental model at NAMRU-6 vaccine 
studies between 212-2016.Design: Observational, analytical, longitudinal, retrospective. 
Materials and Methods: The current study used data from several experimental studies 
in the context of evaluating vaccine candidates against falciparum malaria in non-human 
primates conducted at NAMRU-6 research center, made in the periods 2012-2016, with 
74 individuals included into the current study. From the data, cases of anemia were 
identified and categorized based on established reference ranges based on hematocrit. 
Also, bone marrow response was evaluated based on a normal reference range of 
reticulocyte obtained from 41 individuals, considering the CLSI (2010) criteria. The 
collected data were analyzed with the statistical package STATA (version 12). The 
statistical tests used were Chi-square test or Fisher tests of association and 
independence, Kruskal-wallis and Mann-Whitney for comparison of means. 
Furthermore, the percentile 97.5 and percentile 2.5 for determining the reference range 
was used. Results: Of the 74 monkeys, 35.14% developed high parasitaemia, of which 
38.89% were anemic (p = 0.266). However, in this group, no cases of severe anemia (p 
<0.001) were observed. With respect to cumulative parasitemia is found to be an 
important factor for the development of anemia with an OR = 2.27 (95% CI, 1.18 - 4.64, 
p = 0.014), whereas for the severity of the anemia days of patent parasitaemia a factor 
with greater impact OR = 2.1 (95% CI, 1.4-3.2, p = 0.001).  
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When assessing parasitemia and bone marrow response, significant differences were 
found, total clearance was observed in cases with bone marrow response (p = 0.02) at 
day 25 of follow-up. Likewise, significant differences were observed regarding the 
number of days of clearance between the group with response and no response 
(respective medians: 5 days, 0 days (p = 0.002)). 
No response from the bone marrow was shown against a state of anemia or significant 
differences between degrees of anemia (p <0.05).  
Conclusions and recommendations: For the development of anemia in a state of P. 
falciparum infection, the level of parasitemia was not relevant, however, its duration or 
"chronicity" seems to be a factor to consider. In regard to the response of the bone 
marrow in a state of anemia, this does not respond if there is a previous total clearance 
of parasitemia and of at least 5 days. It is recommended that other studies focuse on the 
"chronic" state of the disease. Also, direct studies of bone marrow before, during and 
after the peak of parasitemia and during the clearance. 
Keywords: Anemia, Aotus, reticulocytes, P. falciparum, malaria
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2. INTRODUCCIÓN 
La malaria es una enfermedad que aqueja a la humanidad desde principios de la historia, 
pero es en 1880 que Laverian reporta el primer caso en Algeria. Hasta hoy en día 
representa un  problema de salud pública con altas tasas de mortalidad y morbilidad en 
regiones tropicales y subtropicales.(3) Su agente etiológico es un protozoario del género 
Plasmodium, las especies capaces de producir enfermedad en el humano son: 
falciparum, vivax, malariae, ovale y knowelsi que puede pasar de simios a humanos. Sin 
embargo, el 90% de muertes asociada por malaria se debe a P. falciparum.(4) 
Por otro lado, la Organización Mundial de la Salud (OMS) para el 2015 estimó 212 
millones de casos de malaria en todo el mundo. Y el 90% que fallecen por malaria se 
concentra en el continente africano y son los niños menores de 5 años que representan el 
70% de todas las muertes. (4)(5) 
Con respecto a la malaria en la región de las Américas 2000-2012 se observa un 
decremento significativo de infecciones mixtas y por Plasmodium falciparum un 62% 
que en infecciones por Plasmodium vivax (60%).Los países están en fase de eliminación 
o en fase de control, Perú se encuentra dentro de la fase de control.(6) 
En Perú el año 2014 según el Sistema Nacional de Vigilancia epidemiológica en Salud 
Pública – MINSA la incidencia acumulada (I.A) para P.falciparum ha sido de 18.96 por 
cada 100 000 habitantes en tanto que para P.vivax muestra un I.A de 121.35.Siendo 
Loreto la región que concentra más casos. Según la OPS la proporción de casos en niños 
menores de 15 años ha incrementado del 36% (2009) al 40% en 2011.(7) 
De acuerdo al Reporte de Malaria 2014, la Región Loreto y Madre de Dios son las zonas 
de alta transmisión (>1 casos por 1000 habitantes). Los agentes etiológicos presentes son 
P. falciparum y P. vivax con 16% y 84% respectivamente. Y entre los vectores están: 
An. albimanus, An. Darlingi.(5)  
En cuanto a la malaria y las zonas de transmisión, se sabe que las zonas de baja 
transmisión la mortalidad por malaria falciparum aumenta con la densidad de parásitos, 
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>100 000/l (~ 2,5% de parasitemia), mientras que en las zonas de alta transmisión 
densidades mucho más altas de parásitos pueden ser toleradas, sin embargo, son los 
niños <5 años y visitantes de cualquier edad de zonas no endémicas los más vulnerables. 
En los adultos el riesgo a desarrollar malaria severa aumenta en caso de ser mujer 
embarazada entre el segundo y tercer trimestre, pacientes con VIH/SIDA y en personas 
que han sido sometidas a esplenectomía. 
Las características clínicas de malaria severa y comunes complicaciones en niños son: 
malaria cerebral, anemia severa, distrés respiratorio (acidosis) e hipoglucemia.(8) 
En cuanto a la anemia severa, los casos se observan más en las zonas holoendémicas 
(prevalencia >50% entre los niños) y en zonas de moderada transmisión (prevalencia 
entre 11-50% durante mayor parte del año). 
En la clínica se observa una severa anemia normocítica, hemoglobina < 5g/dl y un 
hematocrito <15 %. Mientras que en los adultos se considera una hemoglobina < 7g/dl y 
un hematocrito menor a un 20%. (5) 
Modelo Animal Primate no humano: Aotus   
También denominados monos búho, monos nocturnos o douroucouli. Según la 
clasificación taxonómica pertenecen a la familia Cebidae, a la subfamilia Aotinae. Son 
monos propios de Latinoamérica. Son pequeños, monógamos, de cola prensil, 
antropoides, de hábitos nocturnos, su peso promedio es de 1kg.(9) (10) (27). Son muy 
importantes en investigación para estudios en malaria, oncogénesis viral, estudios de 
toxicidad, oftalmología, estudios neurobiológicos, entre otros.(10) 
Así por ejemplo con respecto a estudios hematológicos se sabe que muestran mucha 
similitud con respecto al humano, por ejemplo, en 1925 se sabía que las células rojas de 
los primates no humanos tenían antígenos similares. En 1940, Landsteiner y Winer 
descubrieron el factor Rh en monos Rhesus, esto motivo al estudio de la sangre de otros 
 - 16 - 
 
primates no humanos. Hoy en día se sabe que no existe una separación clara entre los 
grupos sanguíneos del tipos simio y de tipo humano (Swindler, 1998).(11) 
Por otro lado, con respecto a los estudios de malaria se han utilizado varias especies de 
primates no humanos, sin embargo, los modelos susceptibles a P.falciparum, vivax que 
hoy en día son motivo de pandemia mundial son el modelo Aotus y Saimiri, dado a ello 
la comunidad científica mundial se centra en ellos para el desarrollo de estrategias de 
vacunas para prevenir la malaria. El modelo Aotus es recomendado para el ensayo de 
vacunas contra malaria dado a la similitud inmunológica con los humanos. Ello lo 
evidencia la secuencia conservada de genes que expresa la estructura de la cadena alfa 
del receptor de la célula T, muestra una similitud mayor al 80% con el TCR humano. 
(11) 
Asimismo, el género Aotus presenta variada capacidad de servir como hospedadores de 
las diferentes malaria humanas en los diferentes estadíos: esporozoíto, merozoítos del 
estadío hepático o eritrocítico. También el modelo Aotus es significativo para estudios 
de anemia severa, drogas antimaláricas, estudiar mejor la patogénesis de la enfermedad. 
(5) Así la primera infección de Aotus con P. falciparum se reportó en 1967 con el objeto 
de estandarizar drogas antimaláricas. 
Por otro lado, muchas cepas de Plasmodium han sido adaptadas para desarrollarse en 
Aotus por pasajes lineales de estadíos trofozoítos. Por ejemplo, la cepa Vietnam Oak 
Knoll (FVO), originalmente aislada de un soldado de Vietnam quien fue admitido en el 
Hospital Naval Oak Knoll en junio de 1968. El parásito se pasó a un mono Aotus y se ha 
mantenido bien pasando a otro Aotus o congelando la sangre. La cepa es resistente a 
cloroquina, lo animales infectados son tratados con mefloquina. Por pasajes seriados ha 
aumentado su virulencia y ha perdido su capacidad de producir gametocitos. Es la cepa 
estándar para el ensayo de vacunas contra malaria falciparum.(12) Otra cepa es la FCH4 
aislada en  Filipinas y adaptada a los monos Aotus a partir de un  cultivo in vitro, 
tampoco produce gametocitos. (12) 
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En el Perú contamos con el modelo Aotus nancymaee, A. vociferans que pueden ser 
usados con diferentes cepas de P.falciparum.(10) Aotus nancymaee se encuentran en 
Perú y Brazil, presentan 54 cromosomas, esta es la especie que más se usa en los 
laboratorios y se traen del centro de IVITA de Iquitos,  y se ha visto que son resistentes a 
malaria falciparum.(11) 
Posibles explicaciones para la anemia por P. falciparum 
Casos de anemia severa por P. falciparum en niños menores de 5 años se han reportado 
incluso a pesar de presentar bajos niveles de parasitemia. Es así que el presente estudio 
se enfoca en la anemia por malaria, pues aún hoy no se conoce claramente los diversos 
mecanismos fisiopatológicos implicados en la interacción entre malaria y anemia. Así 
por ejemplo, se cuenta con estudios que mencionan “que la densidad parasitaria no es 
suficiente respuesta para los cuadros de anemia severa(13)”, más aún, otras 
investigaciones indican que “los cuadros de anemia severa se pueden manifestar una 
semana después de tratamiento o después del clearance(14)”. Siendo en otros estudios 
los mecanismos contribuyentes, el secuestramiento esplénico(15)(16)(17), lisis de 
eritrocitos no parasitados por adherencia de antígenos parasitarios en la membrana, 
apoptosis de eritrocitos no parasitados ya sea por alteraciones a nivel de la membrana 
como exposición de la  fosfatidilserina o alteración por exceso de exposición a radicales 
libres como respuesta a la infección (18)(19)(20), al desbalance en la respuesta inmune 
entre la respuesta celular y humoral (21), a la respuesta ineficaz de la médula ósea (22), 
a la diseritropoyesis (16), la presencia de hemozoína en médula ósea entre otros 
(23)(24). Para el desarrollo de la presente investigación, se evalúan algunos factores 
como la parasitemia, la respuesta de la médula ósea a través de un estudio de 
seguimiento con un modelo animal de primates no humanos. 
Si bien en Latinoamérica, incluido Perú el principal agente de malaria es P. vivax y el 
reporte de mortalidad por malaria falciparum en niños es mucho menor a los reportes del 
continente africano. A nivel mundial el de mayor preocupación es la malaria falciparum 
relacionada a la mortalidad que produce, por ello, existe mayor investigación en 
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modelos animales para los ensayos de vacunas, como es el caso del centro de 
investigación NAMRU-6. Aprovechando este contexto, la importancia del tema y el 
apoyo de este centro de investigación decidimos estudiar la anemia por malaria 
falciparum en el modelo experimental Aotus nancymaee. 
Este estudio permitió realizar un monitoreo desde la infección hasta la manifestación de 
la enfermedad, por seguimiento diario de la parasitemia, el hematocrito, y la respuesta 
de la médula ósea mediante el recuento de reticulocitos en sangre periférica. Lo que 
plantea el estudio es evaluar la relación entre parasitemia, la respuesta de la médula ósea 
y anemia en un estado de infección por P. falciparum, a través del modelo experimental 
Aotus nancymaee. 
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3. OBJETIVOS 
3.1 Objetivo General:  
Evaluar la relación entre parasitemia, respuesta de la médula ósea y anemia por 
infección de P. falciparum en el modelo experimental Aotus nancymaee de estudios de 
vacunas conducidos en NAMRU-6 entre el 2012-2016. 
3.2 Objetivos Específicos: 
3.2.1 Establecer los intervalos de referencia de hematocrito en Aotus nancymaee. 
3.2.2 Determinar anemia en Aotus nancymaee infectados con P. falciparum. 
3.2.3 Determinar nivel de parasitemia alto, bajo en Aotus nancymaee infectados con P. 
falciparum. 
3.2.4 Establecer los intervalos de referencia de reticulocitos en Aotus nancymaee 
3.2.5 Estudiar la relación entre respuesta de la médula ósea, parasitemia y anemia. 
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4. MÉTODOS 
4.1. Diseño y Tipo de investigación 
Observacional, analítico, longitudinal, retrospectivo 
4.2. Población y muestra: 
La población son Primates no humanos: Aotus nancymaee juveniles o adultos 
procedentes de IVITA. La muestra son Aotus nancymaee infectados con Plasmodium 
falciparum procedentes estudios de ensayos de vacuna contra malaria falciparum en el 
centro de investigación NAMRU-6, realizados en los periodos 2012- 2016. 
4.2.1. Criterios de inclusión: 
• Peso por mono >620 gramos 
• Monos con pruebas bioquímicas y hemograma dentro del intervalo de 
referencia. 
• No reactivo a la prueba de tuberculina 
• Negativo por serología a la P. falciparum 
• Mono Aotus nancymaee infectado con P. falciparum que pertenezca a 
uno de los estudios 2012-2016, cuyo objetivo fue evaluar un 
candidato a vacuna contra P. falciparum. 
4.2.2. Criterios de exclusión: 
• Primates hembras preñadas 
• Monos con un hematocrito basal menor al 30% 
• Sin seguimiento después del día 21 post-infección y no anemia. 
• Monos con microscopía negativa durante todo el estudio, confirmados 
o no por PCR. 
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4.3 Técnicas e instrumentos: 
• Infección del donador y enfrentamiento: Manipulación y manejo del mono 
• Monitorización de la parasitemia post-enfrentamiento 
• Monitorización del hematocrito post-enfrentamiento y determinación de casos de 
anemia. 
• Evaluación de la respuesta de la médula ósea mediante la producción de 
reticulocitos post-enfrentamiento: Coloración y recuento de reticulocitos, 
estandarización de valores de referencia y corrección de recuento de 
reticulocitos. 
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4.4 Plan de recolección y análisis de datos 
Esta investigación empieza a partir de la evaluación de la data de estudios 
experimentales en el contexto de evaluación de vacunas contra Malaria falciparum 
en primates no humanos realizados en el centro de investigación NAMRU-6, 
realizados en el periodo 2012-2016. Con la fusión de la data de estos estudios se 
evaluará el primer objetivo, mientras con la data de los dos últimos estudios se 
evaluará la respuesta de la médula ósea. Antes de proceder a evaluar la data se 
realizó la estandarización de valores de referencia con respecto a hematocrito y 
recuento de reticulocitos para establecer estado de anemia y respuesta eficaz o 
ineficaz de la médula ósea, siguiendo los criterios recomendados del CLSI: 
Protocolo EP28-A3C. Y para el análisis de datos se usará las siguientes herramientas 
estadísticas: 
• Histogramas, shapiro-wilk, q-q plot y medidas de apuntamiento para evaluar 
normalidad de las variables. 
• Test de comparación de medias: ANOVA, Kruskal -wallis, Mann-Whitney, T-
student o Test de Fisher. 
• Percentiles para determinación de los rangos de referencia 
• Modelos de regresión para ajustar variables. 
4.5 Consideraciones éticas 
El presente proyecto es un estudio anidado a otro trabajo de investigación realizado en 
NAMRU-6, y el uso y manejo de animales fue aprobado por el Comité de Ética de dicho 
centro de investigación. 
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5. RESULTADOS 
5.1 Determinación de intervalos de referencia para hematocrito y 
reticulocitos en monos Aotus nancymaee. 
 
Con respecto a los intervalos de referencia tanto de reticulocitos como hematocrito, se 
aplicaron las recomendaciones del CLSI, según el protocolo EP28-A3C (2010)(25). Se 
trabajó con resultados únicamente de individuos sanos (la definición de individuo sano 
fue hemograma y pruebas bioquímicas normales, además de prueba PPD no reactiva). 
Para obtener los intervalos de referencia de hematocrito se evaluó la data de 56 
individuos y en reticulocitos se trabajó con 41. Todos los individuos considerados en su 
especie como juveniles o adultos y no se hizo distinción de acuerdo a sexo. 
Una vez calculado los valores, se aplicó un intervalo de confianza del 90%, tanto para el 
límite inferior como el superior. En la tabla 1, se muestran los valores hallados: 
 
TABLA N° 1: Intervalos de referencia para hematocrito y reticulocitos 
  Media SD 
Intervalo 
de 
referencia 
IC 90% 
Límite inferior 
IC 90%  
Límite superior 
Hematocrito (%) 49 5 39-60 39-43 58-60 
(n=56)           
Reticulocitos (%) 3.2 1 1.9-5.8 1.9-2.1 5.0-5.8 
(n=41)           
 
Fuente: ELABORACIÓN PROPIA. Se usó valores basales de monos, previa infección con P. falciparum 
procedentes de los estudios 1,2,3 para el caso de hematocrito y estudios 4,5 para el caso de reticulocitos. 
Estos resultados fueron corraborados con la evaluación del hd3 de los 119 monos de los estudios 1 al 5. Asimismo, 
con contrastado con literatura de otros estudios. 
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5.2 Determinación y categorización de casos de anemia. 
 
Al integrar los datos de 5 estudios realizados previamente, se logra completar una 
muestra de 119 monos. Dicha data corresponde a información de estudios 
experimentales longitudinales.  
Se obtiene la información de hematocritos, medidos de manera interdiaria a partir del 
tercer día de estudio (=d3) hasta el día 35 de seguimiento (=d35). A partir de la 
determinación de los intervalos de referencia de hematocrito en monos, se define como 
caso de anemia a aquellos cuyo hematocrito se encuentra por debajo del intervalo de 
referencia establecido (hematocrito menor a 39%). 
La determinación de caso de anemia, a partir de la data de seguimiento se definió como 
aquellos que presentaran dos hematocritos consecutivos menores de 39% a partir del día 
13 de seguimiento=d13. 
El criterio de partir del día 13 de seguimiento, está basado en las observaciones 
correspondientes a otros estudios que evidencian la baja de hematocrito en un estado de 
infección con P.falciparum en similares condiciones en el modelo Aotus, es a partir de la 
segunda semana (26)(27). Además, la media del periodo prepatente (periodo de tiempo 
en días hasta la aparición de la primera parasitemia evidente por microscopia) en el 
estudio fue de 9.4 días (IC 95% 8.3- 10.6), por lo cual, se opta tener mayor énfasis en la 
evaluación de hematocritos a partir del día 13 de seguimiento. 
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ESQUEMA N°1: Selección de individuos incluidos en el estudio 
 
                            
          
 
 
TABLA N° 2: Casos de anemia 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FUENTE: ELABORACIÓN PROPIA. 
 
De 74 monos, ingresados al estudio de anemia, 54 individuos, (72.97 %) presenta 
anemia. 
 
 
 
 
 
SeguiŵieŶto > dia Ϯϭ o aŶeŵia  ≤ dia Ϯϭ SeguiŵieŶto ≤ diaϮϭ + no anemia 
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TABLA N°3: Categorización de casos de anemia 
 
 
 
 
 
 
 
 
FUENTE: ELABORACIÓN PROPIA. 
 
Se definió como casos de anemia severa, a aquellos que durante el seguimiento, en algún 
momento la caída del hematocrito llego ser menor o igual al 50% de la media normal de 
hematocrito, para este caso se definió como anemia severa cuando el hematocrito llegó a 
valores ≤ 25 %. En este estudio los casos de anemia severa representan el 21.62% del 
total de los casos. 
A continuación, se muestra el seguimiento de hematocrito interdiario desde el día 3 de 
estudio hasta el día 35 de seguimiento, en los diferentes grupos de acuerdo a los grados 
de anemia. 
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GRÁFICA A: Seguimiento de hematocrito de acuerdo a grados de 
anemia 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FUENTE: ELABORACIÓN PROPIA. 
En la gráfica, se muestra las medias por día con su respectivo error estándar. El tamaño 
de muestra trabajada en este caso fue n=74.Se observa que a partir del día 21, ya se 
empieza a diferenciar los 3 grupos, sin embargo, es en el día 23 en que la medida del 
hematocrito muestra una mayor probabilidad de correcta clasificación, de acuerdo al 
análisis en base a 47 muestras que tienen seguimiento hasta el final del estudio. 
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6.3 Evaluación de la variable parasitemia 
 
6.3.1 Determinación del nivel de parasitemia 
 
Para el estudio se definen 02 niveles de parasitemia: alto y bajo. El nivel alto de 
parasitemia corresponde, cuando el pico de parasitemia durante el seguimiento alcanzó 
valores ≥ 200 000 par/ul. 
El nivel bajo de parasitemia, es cuando el pico de parasitemia alcanzado durante el 
seguimiento no sobrepasa 200 000 par/ul. De los 74 monos evaluados, 48 individuos 
(64.86%) desarrollaron baja parasitemia, mientras que 26 monos (35.14%) desarrollo 
alto parasitemia. En los casos de parasitemia baja, se incluyen además aquellos casos de 
parasitemia subpatente. 
Otras variables tomadas en cuenta para evaluar la parasitemia en relación a anemia 
fueron: Parasitemia total acumulada y días de parasitemia patente. Que son descritas en 
las tablas 4, 5 y 6. 
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TABLA N°4: Análisis de Parasitemia versus estado de Anemia 
FUENTE: ELABORACIÓN PROPIA. 
 Las variables con p valor significativos fueron ajustadas mediante regresión logística, con previo análisis de diagramas DAG para identificar variables confusoras. 
   *Expresada en unidades de par/ul 
    Valores “p” obtenidos por prueba Mann Whitney, test Fisher o chi-cuadrado. 
En la TABLA N°4 se indica que hay diferencias significativas (p<0.001) entre la parasitemia total acumulada en los casos con y sin anemia. En relación a los niveles de 
parasitemia no hay diferencias significativas, sin embargo, si se evidencian diferencias con respecto a los días de parasitemia patente (p<0.05). 
 
Anemia(n=54) No Anemia(n=20) Total p valor
*Pico de parasitemia(Mediana, IQR) 173 730.6 (64 473 .68 - 291 100) 21994.67 (960 - 188 224.4) 134 266.7 (32 156.25 - 280 000) 0.001
*Parasitemia total acumulada(Mediana,IQR) 551 032.5 (281 508.7 - 723 978.1) 65 739.34 (1650 - 378 066.9) 410 956.8(101 720.6 - 679 080) 0.001
Edad en meses(Mediana,IQR) 19 (15 - 24) 16 (13.5 - 20) 18 (14 - 23) 0.048
Periodo prepatente(Mediana,IQR) 9 (7 - 12) 12.5 (10 - 29) 10.5 (7 -13) 0.001
Peso basal (Mediana,IQR) 870 (762 - 990) 895 (734 - 1010) 870 (758 - 990) 0.794
# de días de parasitemia patente(Mediana,IQR) 13 (9 - 15) 10 (2 - 12) 11.5 (9 - 15) 0.003
Nivel de parasitemia(n,%) 0.266
Alta parasitemia(>=200 000par/ul) 21 38.89 5 25.00 26 (35.14)
Baja parasitemia(<200 000 par/ul) 33 61.11 15 75.00 48(64.86)
Sexo (n, %) 0.439
Macho 19 35.00 9 45.00 28(37.84)
Hembra 35 65.00 11 55.00 46(62.16)
Tipo de estudio(n,%) 0.628
Estudio 1 12 22.22 6 30.00 18(24.32)
Estudio 2 11 20.37 3 15.00 14(18.92)
Estudio 3 10 18.52 2 10.00 12(16.22)
Estudio 4 16 29.63 5 25.00 21(28.38)
Estudio 5 5 9.26 4 20.00 9(12.16)
Estado de inmunizacion(n,%) 0.121
inmunizado 40 74.07 18 90.00 58(78.38)
naïve 14 25.93 2 10.00 16(21.62)
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TABLA N°5: Modelo de regresión crudo y ajustado para el riesgo de anemia 
 
 
 
 
FUENTE: ELABORACIÓN PROPIA 
ORc: OR crudo 
ORa: OR ajustado 
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TABLA N° 6:  Análisis de parasitemia versus estado de anemia y severidad 
FUENTE: ELABORACIÓN PROPIA. 
*Expresada en unidades de par/ul 
Valor “p” obtenido a partir de la prueba Kruskal-Wallis o por Test de Fisher 
En TABLA N° 6 muestra que todos los casos de anemia severa en este estudio presentan baja parasitemia, mientras que los todos los casos de alta 
parasitemia (35.14%) no desarrollan anemia severa.  
Luego de un ajuste multivariado entre anemia severa Vs NO anemia severa, se concluye que para la severidad de anemia el factor más importante es el 
# de días de parasitemia patente con un OR=2.1(IC 95%:1.4 – 3.2) y un p valor=0.001
Anemia No severa(n=38) Anemia Severa(n=16) No anemia(n=20) Total p valor
*Pico de parasitemia (Mediana,IQR) 225 252.4 (60 000-366 377.6) 118 155.7 (69 105.77 - 176 805.2) 21 994.67 (960 - 188 244.4) 134 266.7 (32 156.25 - 280 000) 0.001
*Parasitemia total acumulada(Mediana,IQR) 551 032.5 (294 562.8 - 820 145.5) 581 063.9 (280 005.4 - 688 556.6) 65 739.34 (1650 - 378 066.9) 410 956.8(101 720.6 - 679 080) 0.001
Edad en meses(Mediana,IQR) 19.5 (16 - 27) 19 (15 - 23.5) 16 (13.5 - 20) 18 (14 - 23) 0.125
Periodo prepatente(Mediana,IQR) 8.5 (6-12) 10.5 (7 - 13) 12.5 (10 - 29) 10.5 (7 -13) 0.002
Peso basal(Mediana,IQR) 876.5 (763 -1000) 822 (749.5 -924) 895 (734 - 1010) 870 (758 - 990) 0.382
# de días de parasitemia patente (Mediana,IQR) 11 (9 - 15) 14.5 (13.5 - 15.5) 10 (2 - 12) 11.5 (9 - 15) 0.001
Nivel de parasitemia(n,%) 0.001
Alta parasitemia(>=200 000par/ul) 21 55.26 0 0.00 5 25.00 26 (35.14)
Baja parasitemia(<200 000 par/ul) 17 44.74 16 100.00 15 75.00 48(64.86)
Sexo (n, %) 0.466
Masculino 15 39.47 4 25.00 9 45.00 28(37.84)
Femenino 23 60.53 12 75.00 11 55.00 46(62.16)
Tipo de estudio(n,%) 0.350
Estudio 1 6 15.79 6 37.50 6 30.00 18(24.32)
Estudio 2 8 21.05 3 18.75 3 15.00 14(18.92)
Estudio3 9 23.68 1 6.25 2 10.00 12(16.22)
Estudio 4 10 26.32 6 3.75 5 25.00 21(28.38)
Estudio 5 5 13.16 0 0.00 4 20.00 9(12.16)
Estado de inmunizacion(n,%) 0.589
inmunizado 27 71.05 12 75.00 17 85.00 56(75.68)
naïve 11 28.95 4 25.00 3 15.00 18(24.32)
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6.4 Análisis de parasitemia, respuesta de la médula ósea y anemia. 
Con los valores de referencia establecidos para el recuento reticulocitos, se define 
respuesta de médula cuando los recuentos resultan mayores a 5.8%, previa corrección 
del recuento (ajuste entre el hematocrito observado y esperado, para obtener la actividad 
real de eritropoyesis por día)(28)(29). 
TABLA N° 7: 
 Análisis de parasitemia versus respuesta de la médula ósea en el día 25 
 
FUENTE: ELABORACIÓN PROPIA. 
*Expresada en unidades de par/ul. 
**Valor “p” obtenido a partir de la prueba Mann- Whitney. 
 
Para estos análisis sólo se trabaja con la data del estudio 4, por presentar mediciones de 
reticulocitos interdiarias y hasta el final del estudio.  
En la TABLA N° 7 muestra que en el día 25 que el grupo con respuesta de médula ósea no presenta 
parasitemia y además indica un clearance efectivo de la parasitemia, mediana de 5 (IQR:5 – 6) días. 
Mientras que el grupo “No respuesta MO”, muestra parasitemia y mediana de días de clearance de 0 
(IQR: 0-3). Las diferencias fueron significativas (p<0.05) 
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TABLA N°8: Análisis de Respuesta de la Médula Ósea frente la anemia 
Variables Anemia no severa 
(n=10) 
Anemia Severa 
(n=6) 
p valor 
Mediana 
(IQR) 
Mediana 
(IQR) 
 
 
Pd25* 
 
0 
(0-849) 
 
8065 
(2714-14 796) 
 
0.017** 
 
Respuesta25(n, %) 
   
SI 4(40%) 0(0%) 0.115## 
Respuesta27(n, %)    
SI 5(50%) 0(0%) 0.058## 
Respuesta29(n, %)    
SI 7(70%) 1(17%) 0.059## 
FUENTE: ELABORACIÓN PROPIA. 
*Parasitemia en el día 25 expresada en unidades de par/ul. 
**Valor “p” obtenido a partir de la prueba Mann- Whitney 
## Valor “p” obtenido a partir de la prueba Test de Fisher 
Se evaluó en 16 monos (compilado, estudio 4), la respuesta de la médula ósea frente la 
anemia pues dentro del grupo se presentaron casos de anemia severa y no severa. 
 
En la TABLA N°8, se aprecia que para el día 25 hay diferencias significativas con respecto a la 
parasitemia entre el grupo anemia severa y anemia no severa (p<0.05), en el grupo anemia severa no se 
observan casos de clearance. También al evaluar respuesta de la médula ósea tanto en el día 25, 27 y 29 
no hay diferencias significativas (p>0.05), a pesar de estar frente a un estado de anemia, incluso en estado 
de anemia severa. 
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A continuación, mostramos gráficos de seguimiento de hematocrito, reticulocitos y parasitemia. 
 
  
 
 
 
El p valor al comparar el
 
máximo recuento de reticulocitos entre los 3 grupos p =0.55 y al comparar sólo
 
los casos de anemia p valor=0.51. Se trabajó con prueba Mann –Whitney.  
Las gráficas B ,C, D muestran mediciones en base a la media con su respectivo error estándar, las flechas rosadas indican moda o rango de tratamiento, flecha roja indica el día común donde 
 se encuentran  casos de anemia severa y no severa. En las gráficas E,F,G la parasitemia se expresa como medianas con rango intercuartílico. 
B C D 
E F G 
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6. DISCUSIÓN 
Hay muchos estudios enfocados en la anemia por malaria falciparum, sin embargo, aún 
no se tiene muy en claro los mecanismos que contribuye a su desarrollo(2). Así existen  
estudios previos realizados in vitro, con cohortes de personas(30)(31)(32) y en algunos 
casos con primates no humanos en un contexto de estudio de vacunas(13)(33). 
En este caso el objeto de estudio fue evaluar cómo se relaciona la anemia en una 
infección por Plasmodium falciparum con la parasitemia y con la respuesta de la médula 
ósea en primates no humanos. Si bien hay dos estudios previos que evalúan anemia y 
reticulocitos en un similar contexto, en este caso se pretende un enfoque de evaluación 
diferente.  
En la presente investigación, lo primero que se realizó es determinar los valores de 
referencia para hematocrito y recuento de reticulocitos de acuerdo a los criterios del 
CLSI(34), a continuación identificar los casos de anemia no severa, anemia severa y 
categorizarlos, y para el recuento de reticulocitos se determina un punto de corte, a partir 
del cual podamos considerar cuando hay o no una respuesta de la médula ósea. 
Así en caso del hematocrito se obtuvo como intervalo de referencia normal 39 - 60% 
(media de 49%), los resultados obtenidos son similares a los encontrados por Umaña 
(1984), quien determina una media de hematocrito de 52.8% con un rango de 36.8-
63.1(35) en el género Aotus. 
En relación al recuento de reticulocitos en estado basal, se obtuvo como rango de 
referencia normal 1.9- 5.8%(media de 3.2%), lo cual resultó similar a los hallazgos del 
estudio de Egan (2002), quien obtiene una media de 2.9% ±2.2%. Mientras que los 
valores basales determinado por Stewart (2003) fue de 1-5%.(36). Siendo que, en base 
de la bibliografía consultada, se aceptan y validan los intervalos de referencia hallados 
en la presente investigación. 
A partir de los valores obtenidos de hematocrito, se considera estado de anemia cuando 
el hematocrito se encuentra por debajo del 39% y anemia severa cuando el hematocrito 
es menor o igual a la mitad de la media normal, o sea cuando es ≤ 25%. Además, que un 
hematocrito del 25% es considerado un punto de corte para tratamiento por motivo de 
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anemia en varios estudios experimentales para la evaluación de vacunas contra P. 
falciparum en un modelo de Aotus.(37)(38) 
El presente estudio a diferencia de estudios anteriores de anemia en Aotus (Egan y 
Jones) establece puntos de corte con respecto a hematocrito, para identificar cuando el 
mono del género Aotus empieza a entrar a un estado de anemia no severa y severa. 
Mientras que Egan (2002) en su estudio de anemia habla sólo de anemia moderada y 
severa, por otro lado, Jones (2002) en su estudio de anemia también trabaja con 
hemacrito, pero su análisis se basa sólo en comparación con valores basales de manera 
individual, y no trabaja con puntos de cortes exactos para clasificar grados de anemia.  
Después de estandarizar los valores de referencia para hematocrito y reticulocitos se 
procede a evaluar los objetivos propuestos. 
Al evaluar la parasitemia versus anemia, se obtuvo un p=0.266, lo que indica que no hay 
diferencias significativas entre alta y baja parasitemia para desencadenar anemia. O sea, 
ya se tenga una densidad parasitaria alta (≥200 000 par/ul) o baja (<200 000 par/ul), la 
posibilidad de desarrollar anemia ante una infección de P. falciparum, es la misma. 
Estos resultados son similares a los obtenidos por Egan (2002). Sin embargo, en nuestro 
caso todos los monos con anemia severa se encuentran dentro del grupo de baja 
parasitemia, pero ninguno presentó parasitemia subpatente. Mientras que Egan (2002) si 
reporta casos de anemia severa con parasitemia subpatente. 
 
Asimismo, al realizar la comparación de los resultados de esta investigación frente a los 
hallazgos del estudio de anemia de  Jones (2002)(33) quien muestra tablas de asociación 
individuales de hematocritos y parasitemias, se puede apreciar casos de anemia tanto en 
monos con alta como baja parasitemia, aunque ellos no diferencian entre anemia no 
severa y severa, solo hacen comparación de hematocritos con respecto a los valores 
basales. Sin embargo, Jones (2002) evalúa correlación entre máxima parasitemia y 
mínimo hematocrito en algún momento del seguimiento y no encontró correlación 
alguna. 
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Otros aspectos de la tesis, en relación a estudios anteriores, es categorizar la variable 
anemia y evaluar parasitemia mediante otras variables como: parasitemia total 
acumulada, días de parasitemia patente.  
Al evaluar la parasitemia total acumulada, después de un ajuste multivariado se 
determina que es un factor importante para el desarrollo de anemia en el modelo Aotus 
en un estado de infección con P.falciparum, con un OR=2.31 (IC 95%: 1.2-4.6) 
p=0.016. 
Sin embargo, para el desarrollo de anemia severa, # de días de parasitemia patente o 
“cronicidad” es un factor que muestra mayor impacto, después de un ajuste multivariado 
con un OR =2.1(IC 95%:1.4 – 3.2) y un p valor=0.001, entre los casos de anemia severa 
y no anemia severa. 
En cuanto a reticulocitos y parasitemia, se trabajó con 21 individuos. Según nuestro 
rango de referencia normal, el punto de corte para considerar respuesta de la médula 
ósea son recuentos de reticulocitos mayores a 5.8%. Entonces en base a la información 
analizada, se detecta respuesta medular a partir de la tercera semana. 
Así al evaluar respuesta medular y parasitemia en el día 25 en el grupo anemia, se 
aprecia 4 individuos Con respuesta cuya mediana de parasitemia fue 0 par/ul (IQR: 0 – 
0), frente a una mediana de 2714par/ul (IQR: 0 – 9100) del grupo Sin repuesta 
medular(n=12); hubo diferencias significativas entre ambos grupos (p=0.02). Los 
resultados obtenidos contrastan con los hallazgos de Jones(2002)(33),sin embargo, Jones 
(2002) reporta aumento del recuento de reticulocitos, después que la parasitemia decae 
por debajo de ~ 100 par/ul, las medias de parasitemias comparadas en su caso fueron 
118 par/ul vs 507 par/ul (p=0.018).  
 
Estos resultados también coinciden con las observaciones de Egan (2002), quien 
presenta dicha información de manera descriptiva. Asimismo Moreno (2013) obtiene los 
mismos resultados, sin embargo, él trabajó con Plasmodium coatneyi en Rhesus, modelo 
que replica la disfunción multisistémica de malaria severa en humanos.(40)Trabajó con 
5 Rhesus naive con 30 días de seguimiento en un contexto de no vacunas. Sus reportes lo 
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hacen mediante unas gráficas de seguimiento de medias de recuentos de reticulocitos ± 
DS. 
Finalmente se evalúa respuesta de la médula ósea y parasitemia en un contexto de 
anemia. En la exploración de los datos, se determina iniciar el análisis a partir del día 25 
(fecha de presentación común de casos anemia no severa y severa); del modo que al 
evaluar la respuesta medular entre el grupo de anemia no severa(n=10) versus severa 
(n=6) en los días 25, 27 y 29. En el día 25, el grupo anemia no severa, 40 % de casos 
registra respuesta medular, mientras que los casos de anemia severa ninguno responde. 
Para el día 27, el 50 % de casos de anemia no severa registra respuesta; mas el grupo de 
anemia severa no mostró cambios. Y el día 29, 70% de casos de anemia no severa 
muestra respuesta medular, y del grupo anemia severa sólo 17% responde. Sin embargo, 
no se demostró diferencias significativas entre ambos grupos (p>0.05). 
 
A partir de los resultados, se evidencia que la respuesta fisiológica adecuada, frente a un 
contexto de anemia, debería ser una pronta respuesta de la médula ósea para compensar 
la pérdida; más aún ante una anemia severa. Sin embargo, en un estado de infección por 
Plasmodium falciparum esto no se aprecia. A pesar que hay casos de respuesta en el 
grupo de anemia no severa, no todos responden al mismo tiempo estando bajo las 
mismas condiciones, lo que indica que existen otros factores que influyen. 
Del análisis anterior, en anemia se procede a evaluar parasitemia y días de clearance de 
acuerdo a la presencia o ausencia de respuesta de la médula ósea. Se halla que los 
individuos que presentan respuesta de la médula ósea son aquellos que no presentan 
parasitemia y al menos 5 días de clearance (frente al grupo que no evidencia respuesta), 
de acuerdo al análisis estadístico hubo diferencias significativas entre ambos grupos 
(p<0.05). Esto coincide con los reportes de Abdalla (2004)(41) y Camacho (1998)(30), 
quien reporta un recuento de reticulocitos normal o disminuido ante un inapropiado 
grado de anemia, y una reticulocitosis seguida 5 días después de un tratamiento efectivo 
en caso de malaria aguda (hallazgos reportados en humanos), incluso afirma que una 
reticulocitosis seguida al tratamiento es signo de un efectivo clearance del parásito. 
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7. CONCLUSIONES 
• El intervalo de referencia de hematocrito para el grupo de estudio fue 39-60% 
• De los 74 monos que ingresaron al estudio, el 73% desarrolló anemia, de este 
grupo el 30% desarrolló anemia severa. 
• De los 74 monos de estudio, el 35% desarrolló alta parasitemia y 65% baja 
parasitemia, de los cuales desarrollaron anemia respectivamente 21(39%) y 
33(61%). 
• El nivel de parasitemia, no es tan importante para el desarrollo de anemia.  
• La parasitemia total acumulada es importante para el desarrollo de anemia. 
• Los # de día de parasitemia patente es un factor más importante para el 
desarrollo de anemia severa. 
• El intervalo de referencia para reticulocitos hallados para el grupo de estudio fue 
1.9-5.8% 
• En anemia severa como anemia no severa por P. falciparum, se halla la misma 
cinética de la respuesta de la médula ósea, que se evidencia después de un 
efectivo clearance. Se concluye que la inhibición de la respuesta de la médula 
ósea ante el estado de anemia contribuye, pero no es un factor primordial para el 
desarrollo de anemia severa.  
• Con respecto a parasitemia y respuesta de la médula ósea se halla que hay una 
relación inversa. La médula ósea no responde hasta que haya una total 
eliminación de la parasitemia. 
• En cuanto a la relación parasitemia, respuesta de la médula ósea y anemia, se 
observa que a pesar de estar en estado de anemia no se evidencia respuesta de la 
médula ósea, aún si hay parasitemia presente, incluso debe pasar varios días de 
clearance o efectivo tratamiento. 
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8. RECOMENDACIONES 
 
• Realizar estudios futuros sólo enfocados en anemia por infección de P. 
falciparum en el modelo Aotus, donde se pueda realizar pruebas 
complementarias de bioquímica como medición de hierro, haptoglobina, LDH, 
bilirrubina en diferentes puntos del seguimiento de la cinética de la parasitemia. 
La bioquímica es necesaria para evaluar que tan importante es el factor 
hemolítico para el desarrollo de anemia, además aún no hay estos estudios en el 
modelo Aotus. 
• Para evaluar la respuesta de la médula ósea a parte de evaluar de manera 
indirecta en base de recuento de reticulocitos, se debe de realizar estudios 
directos: un basal, uno durante el periodo de pico de parasitemia, y otro después 
del clearance. Igualmente, no hay reportes de este tipo de estudio realizados en 
Aotus, pero previo a ello es necesario aplicar una metodología que de hecho será 
invasiva, pero que no implique el sacrificio del animal. Lo cual es complicado, 
porque son animales muy pequeños, sin embargo, en la literatura se encuentra la 
práctica de un método de aspirado seguro, realizado por un grupo de malaria de 
Colombia, estudio encabezado por Llanos(2006)(42). 
• Derrepente la “cronicidad” genera una respuesta inmunológica exacerbada o 
diferente que pronuncia el decremento del hematocrito en porcentajes ≤50%. 
Habría que hacer otros estudios para confirmar ello en el modelo Aotus. 
• A la par del estudio de “cronicidad” de la infección, se debería complementar 
con un diferencial en cuanto a la respuesta de los linfocitos e interluquinas 
poniendo énfasis en aquellas que de algún modo interaccionan con la médula 
ósea. 
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10. ANEXOS 
a) INFECCIÓN DEL DONADOR Y ENFRENTAMIENTO 
Del grupo de monos seleccionados para el estudio se elige uno para ser infectado antes 
que los demás, este será el mono donador o donor. 
• 4 días antes de infectar a los demás monos, el mono donador debe ser infectado 
con cepa FVO de Plasmodium falciparum. 
• 3 días después de la infección debe ser seguido el desarrollo de la parasitemia a 
la vez con monitorización del hematocrito. 
• Al cuarto día después de la infección o en el primer día cuando el mono 
desarrolle una parasitemia que exceda el 0.5%, entonces se colecta 1 ml de 
sangre a partir de la vena femoral, anestesiando al mono para determinar la 
cantidad de parásitos de acuerdo al hematocrito. 
• Se prepara una suspensión de Glóbulos rojos frescos parasitados, en una 
concentración de 1 x 104 obtenidos del donante en 1 ml de Buffer Fosfato Salino. 
• Después el resto de los animales son enfrentados con el parásito, y el donante es 
tratado con mefloquina. 
b) MANIPULACIÓN Y MANEJO DEL MONO 
• Para los procesos de inoculación de la cepa FVO y toma de muestra para 
monitoreo de los animales siempre el animal será sujetado con el retenedor 
estándar para monos y en casos que sea complicada la manipulación de los 
animales se procederá a tranquilizarlos usando Ketamina (15-20 mg / kg) vía 
intramuscular. 
• Para todo sangrado se anestesia al animal y se usa jeringa No 25-29 de 1/2 
pulgada. 
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c) MONITORIZACIÓN DE LA PARASITEMIA POST-ENFRENTAMIENTO 
• A partir del día 3 post-infección hasta el final del estudio (día 35 post-
enfrentamiento), todos los días se realiza la monitorización de la parasitemia 
mediante preparación de frotises coloreados con Giemsa. 
• Tanto para la evaluación de parasitemia, reticulocitos y hematocrito se obtiene 
100 ul de sangre, usando una jeringa de tuberculina a partir de la vena femoral, 
previa sedación del animal con Ketamina 
• Para evaluar parasitemia sólo es necesario 10 ul de sangre por mono. 
• La lectura en periodo pre-patente se barren 40 campos, o sea se evalúa 10000 
eritrocitos. 
• Cuando la parasitemia ya se hace evidente sólo es necesario evaluar 2000 
eritrocitos. 
d) MONITORIZACIÓN DEL HEMATOCRITO POST-ENFRENTAMIENTO Y DETERMINACIÓN DE 
CASOS DE ANEMIA 
• Para ello solo es necesario 50ul de sangre por mono. 
• Se evalúa por el método de microhematocrito. 
• La monitorización se realiza de manera interdiaria a partir del día 0 hasta el día 
35 del seguimiento. 
• Hallar los valores de referencia de hematocrito con los valores basales antes del 
enfrentamiento, siguiendo las recomendaciones del protocolo CLSI EP28-A3C 
(2010), y hallar la media de hematocrito normal. En base a ello definir los casos 
de anemia y anemia severa. 
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e) EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA DE LA MÉDULA ÓSEA MEDIANTE LA PRODUCCIÓN DE 
RETICULOCITOS POST-ENFRENTAMIENTO 
Coloración y recuento 
• Para esta evaluación la cantidad de sangre requerida es de 10 ul por mono y 10 ul 
de colorante ReticChex. 
• En este caso la evaluación será por método manual. Y los pasos a seguir son: 
o Mezclar v/v de sangre y colorante. 
o Incubar a temperatura ambiente entre 15 a 30 min 
o Proceder a realizar láminas 
o Realizar el recuento en base a 1000 eritrocitos y sacar el 
porcentaje. 
             Estandarización de valores de referencia y corrección de recuento. 
• Realizar el recuento de reticulocitos basales de los monos que serán sometidos a 
la infección. 
o Determinar los valores de referencia para recuento de reticulocitos 
para este grupo de estudio. Siguiendo las recomendaciones del 
CLSI(25) 
o Determinar los criterios de individuos sanos para este caso. 
o Evaluar normalidad de la data 
o Hallar el percentil 97.5 y 2.5  
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• Cuando se evalúe toda la data en los casos de anemia realizar la corrección del 
recuento de reticulocitos con la siguiente fórmula: 
                                                                
 
             Hto normal: Es considerada la media o promedio normal (43). 
               Hto real:  Valor de hematocrito en caso de anemia. 
 
f) CRITERIOS DEL CLSI PARA LA ESTANDARIZACIÓN DE VALORES DE REFERENCIA SEGÚN EL 
PROTOCOLO EP28 -A3C (2010) 
• Definir y determinar los criterios de individuos sanos para este caso. Para nuestro 
caso nuestra definición de individuo sano es aquel que cumple con los siguientes 
criterios: 
o Pruebas bioquímicas y hematológicas normales 
o No reactivo al PPD 
• Criterio de normalidad de la data 
• Determinación de los percentiles 97.5 y 2.5 con un intervalo de confianza al 90 o 
95% 
 
 
 
 
 
 
RC=   %R× Hto real 
            Hto normal 
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g) TABLA DE DESCRIPCIÓN DE LA MUESTRA DE ESTUDIO 
FUENTE: ELABORACIÓN PROPIA. Las pruebas usadas fueron Chi-cuadrado, Fisher y Mann-Whitney 
 
 
 
 
Excluidos(n=45) Incluidos(n=74) p valor
Edad en meses (Mediana,IQR) 20 16 -28 18 14 -23 0.604   
Peso Basal (Mediana,IQR) 840 766 - 950 870 758 - 990 0.634
*Parasitemia total acumulada(Mediana,IQR) 473 176.9 346 490.1-618 372.6 410 956.8 101 720.6 - 679 080 1.000
Nivel de parasitemia(n,%) 0.001
Alta parasitemia(>=200 000par/ul) 34 75.56 26 35.14
Baja parasitemia(<200 000 par/ul) 11 24.44 48 64.86
Sexo (n, %) 0.803
Macho 16 35.56 28 37.84
Femenino 29 64.44 46 62.16
Estado de inmunizacion(n,%) 0.012   
inmunizado 24 53.33 56 75.68
naïve 21 46.67 18 24.32
Tipo de Estudio(n,%) 0.019
Estudio 1:Vacuna RH5 13 28.89 18 24.32
Estudio 2:VacunaAMA1 RON2 8 17.78 14 18.92
Estudio 3:Vacuna AMA1 RON2(cepa P. falciparum FCH4) 13 28.89 12 16.22
Estudio 4:Anticuerpo RH5(2015) 2 4.44 21 28.38
Estudio 5: Anticuerpo RH5(2016) 9 20.00 9 12.16
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h) OPERACIONALIZACIÓN DE VARIABLES 
VARIABLE 
 
 
DEF. CONCEPTUAL 
 
 
 
DEF. OPERACIONAL 
 
 
DIMENSION 
 
 
TIPO DE  
VARIABLE 
 
ESCAL
A DE 
MEDICI
ON 
 
INDICADOR 
 
VALORES ESPERADOS 
 
FUENTE DE 
INFORMACIO
N 
Parasitemia 
 Presencia de estadios 
asexuales de 
Plasmodium falciparum 
en sangre periférica 
Evaluación por microscopia 
del frotis de sangre periférica 
coloreado con Giemsa al 
10% 
Análisis de 
laboratorio 
 
Cuantitativa 
De razón  
Densidad Parasitaria  
Pico de parasitemia 
Parasitemia acumulativa 
total 
Periodo prepatente 
Clearance 
0 -200 000par/ul >200 000par/ul 
Ó  0-5% , ≥5% 
 Parasitemia más alta del 
seguimiento 
Suma de todas   las parasitemias 
del seguimiento 
# días hasta la aparición de la 
primera parasitemia 
# días sin parasitemia después del 
tratamiento 
Sangre de 
mono Aotus 
Nancymaee  
Anemia 
Estado patológico que 
puede ser definido en 
este caso como una 
disminución del 
hematocrito fuera de los 
rangos referenciales 
 
Evaluado de manera manual  
por el método 
microhematocrito 
Análisis de 
laboratorio Cuantitativa Intervalo Hematocrito 
Rango de referencia 
<rango de referencia 
≤Media Hto normal/2 
Sangre de 
mono Aotus 
Nancymaee 
Respuesta de la 
médula ósea 
frente la anemia 
Respuesta fisiológica 
ante pérdida 
considerables de 
glóbulos rojos 
Recuento manual de 
reticulocitos por microscopía 
a partir de un frotis de sangre 
periférica coloreado con 
Retic chex 
Análisis de 
laboratorio Cuantitativa Intervalo Reticulocitos 
Valores de referencia por 
estandarizar 
><v. referencia 
 
Sangre de 
mono Aotus 
Nancymaee 
 50 
 
 
i) IMÁGENES  
 
Reticulocitos de Aotus coloreados con Retichex con un amplificación de 1000X.Tomada 
con cámara Canon modelo EOS 60D 18MP. 
 
